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摘要：目的   探索β-细辛醚对于阿尔茨海默病（Alzheimer's Disease, AD）细胞模型的作用及其可能机制。方法   选用Aβ1-42的浓度为10 μmol·L-1作为建模条件，以NG108-15细胞为研究对象，建立体外AD细胞模型，β-细辛醚低、中、高剂量组（6.25 ，12.5，25 μmol·L-1）分别进行干预，通过四唑盐（MTT）法检测细胞活力，并探讨β-细辛醚对细胞形态学的影响以及细胞突触的相关功能蛋白突触前蛋白(Synaptophysin, SYP) 、以及AMPA受体亚单位(Glutamatergic receptor 2, GluR2)的表达。结果   MTT结果显示，β-细辛醚高剂量组干预24 h后能显著减轻Aβ1-42的毒性损伤(P＜0.05)。从细胞形态上看，细辛醚各剂量组跟模型组差异显著，跟正常组没有明显差别。SYP相对表达量比较，正常组、β-细辛醚中、高剂量组与模型组有显著性差异(P＜0.05)。β-细辛醚中、高剂量组的SYP表达量显著上调。GluR2相对表达量比较，实验各组两两比较都没有显著性差异(P＞0.05)。结论  β-细辛醚高剂量组能显著改善细胞形态以及提高细胞活力，具有一定的神经保护作用，可能是通过上调SYP的表达，从而影响突触功能，改善认知。
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Abstract Objective This study was aim to explore the effect and the possible mechanism of β-asarone in Alzheimer’s disease (AD) in-vitro cell model. Methods Selected the 10umol/L Aβ1-42 as modeling conditions and used NG108-15 cell as the research object, we established the AD cell model in vitro, and then treated with different doses of β-asarone to explore  the cell viability by MTT detection method, and to investigate the effects of β-asarone on cell morphology and the expression of synaptophysin (SYP) and glutamatergic receptor 2 (GluR2). Results The MTT results showen that 25umol/L β-asarone after 24h interventioncan significantly reduce the toxicity of Aβ1-42  (p<0.05). By the cell morphology, it has no significant difference among three β-asarone dose group and model group, but has  significant difference with the normal group. Compared with the model group, there was significant difference among the normal group, the 12.5 group umol/L β-asarone and 25umol/Lβ-asarone  group for SYP relative expression (p<0.05). But there was no significant difference between any two groups for GluR2 relative expression (p>0.05).Conclusions 25umol/L β-asarone group could significantly improve the cell morphology and improve the cell vitality, had a neuroprotective effect, possibly by upregulating the expression of SYP, thereby affecting synaptic function and improving cognition.
Keywords:  β-asarone; Alzheimer's Disease; neuron; synaptic plasticity
化痰开窍益智是治疗痴呆的中医治则，石菖蒲(Acorustatarinowii Schott.)是古今医家治疗痴呆的核心药物之一，列于开窍中药的首位。以石菖蒲为主的药对是治疗老年性痴呆方剂的基本结构[1]，石菖蒲在所有抗老年性痴呆中药中的使用频数最高，有研究证实石菖蒲中的总挥发油和β-细辛醚是起主要保护作用的活性成分[2]，能有效的抑制Aβ25-35淀粉样纤维的形成，10μmol/L浓度β-细辛醚24 h就可以促使Aβ25-35多肽的二级结构由β-折叠结构向α-螺旋结构转化[3]。
学习记忆等行为学改变以突触的功能可塑性和结构可塑性为病理基础，突触的数量和功效发生改变可引起突触可塑性的改变，使突触连接增强或减弱，被公认是学习记忆活动细胞水平的生物学基础。神经递质受体的一个重要功能是引起在突触后神经元产生放大效应的电信号。兴奋性神经元主要以谷氨酸为神经递质，突触前神经元释放谷氨酸，通过突触后的谷氨酸受体，将突触前神经元的信号传递到突触后神经元。谷氨酸受体包括NMDA（N-甲酰-D-门冬氨酸）和AMPA受体亚型及其他亚型。目前的研究已经初步显示β-细辛醚具有神经保护作用，然而，对于神经元突触功能可塑性的影响及其对于谷氨酸神经递质受体的作用及机制目前尚未见报道。本研究拟建立体外阿尔茨海默病(Alzheimer's Disease, AD)的细胞模型，并给予不同剂量的β-细辛醚进行干预，探索β-细辛醚对于AD的作用及其可能机制。

1 材料与方法

1.1试剂   胎牛血清、双抗、胰酶、DMEM培养液、DMSO，均购自Gibeco公司；MTT，购自有田生物公司；Aβ1-42，购自吉尔生化（上海）有限公司，批号：180231；Synaptophysin antibody ，购自Cell signaling Technology；GluR2 antibody，购自Gene Tex Technology；bse-0296G二抗，购自博奥森生物技术有限公司；SDS-PAGE凝胶配制试剂盒，购自碧云天生物科技研究所；WB超敏发光液，购自Super ECL Plus(32109)，THERMO SCIENTIFIC；BCA蛋白定量试剂盒，购自康为世纪生物有限公司，CW0014；上样缓冲液，购自FERMENTAS Company，R0891；蛋白marker，购自HERMO Company，批号：0012707。
1.2仪器  CO2培养箱(德国WTB150)，LX-100手掌型离心机（江苏海门其林贝尔仪器制造有限公司），恒温水浴箱（DK-8D，上海一恒科技有限公司），电子天平(LIBROR AGE-120)，移液器(德国Eppendof公司)，荧光倒置显微镜（日本TE2000-S Nikon），振荡混合仪（HZS-H，哈尔滨东联电子技术开发有限公司），酶标仪（BIO-RAD iMark Microplate Reader，型号15043）。
1.3 NG108-15细胞的培养    NG108-15细胞由广西中医药大学钟振国老师惠赠。将细胞从液氮罐中取出后，放入38 ℃预热的水浴箱中迅速解冻，并不断摇晃。待冻存管中的液体完全溶解，用酒精棉球擦拭外壁后，带入超净台。1000 r·min-1离心5 min。吸弃上清，向离心管中加入6~8 mL培养液，吹打制成细胞悬液。再次离心，吸弃上清，加入2 mL培养液，吹打混匀后加入培养瓶中，再加3~4 mL培养液，37 ℃，CO2培养箱中培养。

1.4 β-细辛醚的提取与精制   将提取的石菖蒲挥发油，加入无水乙醇内溶解，放置于低温冰箱内，此时有白色针状结晶析出，迅速倒除溶剂，即得到β-细辛醚粗提物；然后取β-细辛醚粗提物再加入无水乙醇溶解，放置于低温冰箱内，待β-细辛醚结晶析出后，迅速倒除溶剂，即得β-细辛醚纯化物；将β-细辛醚纯化物再次加入无水乙醇溶解，放置于低温冰箱内，待结晶析出，迅速倒除溶剂，即得白色β-细辛醚晶体。

1.5 建立AD细胞模型及分组  用经过滤除菌的DMEM培养液将冻干粉Aβ1-42溶解并配制成200umol/L的储备液，过滤分装，-20℃保存。使用时取出1支以无血清DMEM稀释至所需浓度，37 ℃孵育7 d老化。Aβ1-42浓度设为10 μmol·L-1，作用于接种96孔板的NG108-15细胞12 h，建立AD细胞模型。NG108-15细胞分成溶媒对照组、模型组、β-细辛醚低、中、高剂量组（6.25 ，12.5，25 μmol·L-1）。

1.6 MTT检测细胞活力及细胞形态观察  实验各组分别在加药12，24，48 h，做MTT检测细胞活力。利用倒置显微镜观察细胞的各组的形态，并拍照记录。

1.7 Western blot法检测SYP以及GluR2的蛋白表达  种板、造模以及根据分组加药干预后，倒掉培养液，将瓶倒扣在吸水纸吸干培养液。加入适量预冷的PBS，平放，轻轻摇动1 min洗涤细胞，然后弃去洗液，重复以上操作两次，共洗涤细胞两次以洗去培养液，将PBS弃干净后，把培养瓶置于冰上。每瓶细胞加入35 μL SDS细胞裂解液，用干净的细胞刮板将细胞刮至培养瓶一侧，然后用移液枪将细胞碎片移至1.5 mL离心管中（整个过程保持低温）将离心管置于沸水中，煮10 min。恢复室温后，12000 r·min-1离心5 min，将上清分装，放于-20 ℃冰箱保存，或直接测定蛋白浓度。灌胶后，SDS-PAGE电泳。凝胶图象分析使用image lab软件，用凝胶图象处理系统分析目标带的分子量和净光密度值。

1.8统计学处理方法  组间两两比较采用LSD-t 检验，方差不齐采用Kruskal-Wallis Test 检验。

2 结果

2.1 对细胞活力及细胞形态的影响   在利用10 μmol·L-1 Aβ1-42作用NG108-15细胞12，24 h后，模型组与溶媒对照组OD值比较，差异有统计学意义（P＜0.05），说明AD细胞模型制备成功。在12 h，β-细辛醚各剂量组与模型组比较，差异无统计学意义（P＞0.05）。说明β-细辛醚在干预12 h后对于细胞没有明显的保护作用。在24 h时, β-细辛醚高剂量组与模型组比较，差异有统计学意义（P＜0.05），提示β-细辛醚25 μmol·L-1干预24 h后，能显著减轻Aβ1-42的毒性损伤，可能具有神经保护作用。见表1。

表1  β-细辛醚对Aβ1-42建立的AD细胞模型OD值的影响（
[image: image1.wmf]x

±s，n＝6）

Table 1  Effect of β-arasone with different doses on OD value with NG108-15 cell model induced by Aβ1-42
	组别
	剂量/μmol·L-1
	12 h
	24 h

	溶媒对照组
	-
	0.4374±0.018454△
	0.3672±0.007179△

	模型组
	10
	0.3372±0.013211
	0.2828±0.012192

	β-细辛醚低剂量组
	6.25
	0.3435±0.01337
	0.2988±0.017662

	β-细辛醚中剂量组
	12.5
	0.3488±0.024363
	0.3026±0.011183

	β-细辛醚高剂量组
	25
	0.3026±0.002694
	0.362±0.012443*


注：与溶媒对照组比较，△P＜0.05；与模型组比较，*P＜0.05。

2.2 对细胞形态学的影响    对实验各组给药干预24 h后，在倒置显微镜下观察细胞形态，见图1。
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A. 溶媒对照组                                   B. 模型组
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C. β-细辛醚6.25 μmol·L-1                        D. β-细辛醚12.5 μmol·L-1
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E. β-细辛醚25 μmol·L-1

图1    各组在给药24 h后的细胞形态（40×）
Figure  1  The cell morphology of experimental group after administration of 24 h

    从形态上观察，溶媒对照组胞浆均匀透亮, 周围呈绒毛状或有短突起, 无明显斑点及沉积物。而模型组胞浆较暗淡, 有斑点、空泡, 部分细胞变黑、聚集及死亡。细胞轴突变细, 有些断裂成串珠状, 破碎消失, 仅剩下细胞体和轴突碎片。β-细辛醚低、中、高剂量组细胞数目相对较多, 胞浆均匀, 大部分细胞有微绒毛及短突起, 无明显细胞表面斑点和沉积物。从细胞形态上看，细辛醚低、中、高剂量组跟模型组差别明显，跟正常组没有明显差别。

2.3突触素蛋白SYP以及谷氨酸受体GluR 2的蛋白表达  与模型组比较，溶媒对照组、β-细辛醚中、高剂量组SYP相对表达量，差异均有统计学意义(P＜0.05)，提示β-细辛醚中、高剂量组可能通过上调SYP的表达，影响突触素功能，从而达到改善认知的目的。而GluR2相对表达量比较，各组之间差异均无统计学意义(P＞0.05)。见图2。
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图2   SYP以及GluR2的蛋白表达（
[image: image9.wmf]x

±s，n＝3）
Figure 2   The expression of SYP and GluR2

注：与溶媒对照组比较，＃P＜0.05；与模型组比较，*P＜0.05。

3讨论

石菖蒲，又名九节菖蒲、山菖蒲、菖蒲、野韭菜、水蜈蚣、香草等，为天南星科植物石菖蒲的根茎。首载于《本经》，列于石菖蒲之名，则首见于《本草图经》，历代医书及本草多有记载，主产于四川、浙江、江苏等地。秋、冬二季采挖，除去须根及泥砂，晒干，生用。有研究表明石葛蒲有效成分的配伍，能更好地发挥保护PC12细胞免受Aβ毒性损伤的作用[4]，可能与上调脑内5-羟色胺水平，促进血脑屏障的开放，降低小鼠脑组织兴奋性氨基酸的含量，对脑细胞的保护作用，具有强身益智和增强脑区域性代谢的功能等作用有关[5]。

有研究认为，β-细辛醚对谷氨酸所致PC12 细胞损伤具有保护作用,其作用机制可能与钙拮抗作用有关[6]。研究发现10 mmol/L谷氨酸作用PC12 细胞16 h,出现明显损伤,凋亡率和死亡率升高,培养上清液中乳酸脱氢酶含量增加；7.5，15，30μg·mL-1 β-细辛醚可有效改善谷氨酸损伤引起的PC12 细胞形态改变,提高细胞存活力,减少乳酸脱氢酶渗漏；15，30μg·mL-1 β-细辛醚能明显降低谷氨酸引起的PC12 细胞内钙离子浓度和细胞凋亡率。

β-细辛醚对于细胞的影响可能跟浓度有较强的依赖关系，并且在不同的细胞系中的表现有所不同[7]。研究发现，β-细辛醚与PC12细胞作用24 h, 低浓度β-细辛醚( 7.15，15，30，60μg·mL-1)有促增殖作用, 高浓度β-细辛醚( 120，240，480μg·mL-1) 则可抑制其增殖, 且随药物浓度的增加而增强；β-细辛醚与皮层神经细胞作用24 h, 7.15，15，30，60，120μg·mL-1 β-细辛醚对其细胞形态和活力无明显影响, 240μg·mL-1  β-细辛醚对其有促增殖作用, 而480μg·mL-1β-细辛醚对其则有损伤作用。本研究发现，利用10 μmol·L-1 Aβ1-42作用于NG108-15N细胞12 h,从形态学以及MTT结果显示该方法能建立稳定的AD细胞模型，β-细辛醚25 μmol·L-1能显著改善细胞形态以及显著提高细胞活力。

突触是神经元之间的连接部位，生物信号从突触前膜经突触传递到突触后膜。突触的数量和功效发生改变可引起突触可塑性的改变，使突触连接增强或减弱，被公认是学习记忆活动的细胞水平的生物学基础。SYP是与突触囊泡相连的磷酸蛋白，是突触小泡特异性的外侧膜蛋白，它在突触囊泡的转运、入坞及其内容物释放过程中均发挥重要作用。SYP作为突触小泡的特异性标志蛋白，它的密度和分布可间接反映体内突触的数量和分布情况。本研究发现，β-细辛醚12.5μmol·L-1组以及高剂量浓度25μmol·L-1组能够显著上调SYP的表达，可能通过影响突触功能，从而达到改善认知的目的。

神经递质受体的一个重要功能是引起在突触后神经元产生放大效应的电信号。兴奋性神经元主要以谷氨酸为神经递质，突触前神经元释放谷氨酸，通过突触后的谷氨酸受体，将突触前神经元的信号传递到突触后神经元。谷氨酸受体包括NMDA（N-甲酰-D-门冬氨酸）和AMPA受体亚型及其他亚型。AMPA受体是由4种亚单位(G1uR1～G1uR4)组成的四聚体，AMPA受体向活性突触的转运是调节突触功能可塑性的重要途径。长时程增强期间主要是含GluR1的AMPA受体迁入突触；长时程抑制期间主要是含GluR2的AMPA受体从突触迁出，即AMPA受体的两种不同亚单位通过进入和迁出突触来调节长时程增强和长时程抑制。本研究发现：实验各组对于GluR2相对表达量两两比较都没有显著性差异，提示β-细辛醚可能通过其他的通路来改善认知，其作用靶点有待进一步的探索。
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